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ABSTRACT

Background: Intestinal ischemia-reperfusion is still a relevant clinical problem,
especially in newborns and in the elderly. In this piece of work, we check the utility of
curcumin and dexmedetomidine to overcome the damage induced by reperfusion, both

locally and in distant organs, using a-tocopherol as a comparison.

Methods: In female WAG/RIijHsd rats, the superior mesenteric artery was clamped
for 1 h.; then animals were allowed 4 h of reperfusion. For biochemical and
histological analysis, the animals were then sacrificed. To study intestinal absorption,
D-Xylose was administered after 4 hours of reperfusion, and 1 h later the animals were
sacrificed. Curcumin (200 mg/kg, oral gavage) was given 24 h and 2 h before
clamping; a-tocopherol (20 mg/kg IP) was administered 2 h before ischemia, and

dexmedetomidine (10 or 40 mg/kg SC) was given 15 minutes before ischemia.

Results: All of the treatments reduced histological damage and improved absorption
of D-Xylose. Only dexmedetomidine (with any of the doses) improved renal function
(it reduced both creatinine and urea in serum). The elevation of liver enzymes in serum

was not improved by any of the drugs.

Conclusion: The three drugs proved useful, though a-tocopherol was more efficient
than the other two regarding histological damage, and only dexmedetomidine restored

D-Xylose absorption to normal values.



RESUMEN

Introduccion: La isquemia-reperfusion intestinal continda siendo un problema clinico
relevante, especialmente en neonatos y ancianos. En este trabajo comprobamos la
utilidad de la curcumina y la dexmedetomidina para mitigar el dafio inducido por la
reperfusion, tanto de manera local como en drganos distantes, utilizando como

comparador el a-tocoferol.

Material y métodos: En ratas hembra WAG/RIjHsd, se pinzé la arteria mesentérica
superior durante 1 hora, seguido de 4 h de reperfusion. Para las determinaciones
bioquimicas e histoldgicas, los animales fueron en ultima instancia sacrificados. Para
estudiar la absorcion intestinal se administré D-Xilosa tras 4 horas de reperfusion y 1
h después se sacrificaron los animales. Se administré curcumina (200 mg/kg, oral) 24
h'y 2 h antes del pinzamiento; se administré o-tocoferol (20 mg/kg IP) 2 h antes de la

isquemia y dexmedetomidina (10 o0 40 mg/kg SC) 15 minutos antes de la isquemia.

Resultados: Todos los tratamientos redujeron el dafio histologico y mejoraron la
absorcion de la D-Xilosa. Sélo la dexmedetomidina (con cualquiera de las dosis)
mejord la funcién renal (redujo tanto la creatinina como la urea en suero). Ninguno de

los farmacos mejord la elevacion de las enzimas hepaticas en el suero.

Conclusiones: Los tres farmacos resultaron utiles, aunque el a-tocoferol fue mas
eficaz que los otros dos en cuanto al dafio histologico, y solo la dexmedetomidina

restablecid la absorcion de la D-xilosa a valores normales.



ABSTRAKTUA

Sarrera: Hesteetako iskemia/birperfusioa auzi kliniko garrantzitsua da oraindik,
jaioberrietan eta adinekoetan bereziki. Lan honetan egiaztatu dugu kurkumina eta
dexmedetomidina baliagarriak al diren birperfusioak eragindako kaltea arintzeko, bai

modu lokalean bai urrutiko organoetan, konparatzaile gisa o-tokoferola erabiliz.

Material eta tresnak: WAG/RIijHsd arratoi emeetan, goiko arteria mesenterikoa
pintzatu zen ordubetez, 4 orduko birperfusioa jarraituz. Zehaztapen biokimiko eta
histologikoak egin ahal izateko, animaliak sakrifikatu ziren. Hesteetako xurgapena
aztertzeko, D-Xilosa eman zen, 4 orduko birperfusioaren ondoren, eta ordubete
geroago animaliak sakrifikatu ziren. Kurkumina eman zen (200 mg/kg, ahotik) 24 ordu
eta 2 ordu lehenago; a-tokoferola eman zen (20 mg/kg IP) iskemia baino 2 ordu
lehenago, eta dexmedetomidina (10 edo 40 mg/kg SC) iskemia baino 15 minutu

lehenago.

Emaitzak: Tratamendu guztiek kalte histologikoa murriztu eta D-Xilosaren
xurgapena hobetu zuten. Dexmedetomidinak soilik (edozein dosirekin) hobetu zuen
giltzurrun-funtzioa (bai kreatinina bai urea serumean murriztu zituen). Farmako batek

ere ez zuen hobetu serumeko entzima hepatikoen igoera.

Ondorioak: Hiru farmakoak erabilgarriak izan dira, nahiz eta a-tokoferola beste biak
baino eraginkorragoa izanda kalte histologikoari dagokionez, eta soilik

dexmedetomidinak berrezarri izan du D-xilosa balio normaletara xurgatzea.
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1. INTRODUCCION
1.1. CONCEPTO

La isquemia mesentérica aguda es una afeccion potencialmente mortal que ocurre
cuando existe una disminucion abrupta del flujo sanguineo intestinal, dando como
resultado un suministro inadecuado de Oz y nutrientes que conduce a un infarto
intestinal (1).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

Se trata de un cuadro potencialmente mortal, con una letalidad del 50% en caso de no
tratarse adecuadamente (2), mientras que su incidencia global es del torno de 1 de cada
1000 ingresos hospitalarios (3). La isquemia mesentérica —0 intestinal— aguda puede
darse por diversos motivos, aunque la causa mas comun es el origen cardioembdlico,

dandose aproximadamente en un 50% de los casos (4,5).
1.2.1. Factores de riesgo

Hay diversos factores de riesgo involucrados en la isquemia mesentérica aguda. Los
principales son, en orden de frecuencia, la fibrilacion auricular (7,7-79%), la
enfermedad arterial coronaria (13-75%), la insuficiencia cardiaca (2,4-29%), estados
de hipercoagulabilidad (2,4-29%) o las enfermedades valvulares (3,3-11%) (6).

1.2.2. Presentacion clinica

La presentacion clinica mas sensible de la isquemia mesentérica aguda es el dolor
abdominal agudo, seguido de nauseas y vomitos, diarrea y en algunos casos, sangrado
rectal (6,7). Aunque el dolor abdominal intenso sea un dato clave, hay veces que puede
diagnosticarse erroneamente con otras situaciones clinicas, o incluso a veces, obviar
el diagnostico en casos de isquemias leves o de corta duracion. Es por ello por lo que
para una aproximacion clinica inicial adecuada deben tenerse en cuenta no solo los

sintomas y signos, sino también los factores de riesgo acompafiantes.

1.3. CLASIFICACION DE LA ISQUEMIA MESENTERICA

Existen dos tipos de isquemia intestinal: obstructiva y no obstructiva:



1.3.1. Isquemia obstructiva

Puede deberse habitualmente a lesiones parietales como la ateroesclerosis 0 a émbolos
de origen distal (como el cardiaco) que obstruyen subitamente la luz del vaso,

impidiendo su perfusion de manera total o parcial.
1.3.2. Isquemia no obstructiva

Hablamos de isquemia no obstructiva cuando ésta es debida a una perfusion
insuficiente, sin que exista un bloqueo absoluto del arbol arterial. Esto puede ocurrir
por una hipotension arterial generalizada por reduccion de la volemia, por fallo en la

funcién impulsora del corazon, por una vasoconstriccion esplacnica, etc.

1.4. ANATOMIA DEL SISTEMA VASCULAR ESPLACNICO

La circulacion esplacnica se caracteriza por ser un sistema vascular rico en circulacion
colateral con multiples vasos comunicantes. La arteria mesentérica superior nace de la
cara ventral de la aorta abdominal suprarrenal, desciende por detras del pancreas y
origina ramas que irrigan al intestino delgado desde el yeyuno y al intestino grueso

hasta la porcién proximal del colon transverso (figura 1).

Figura 1. Territorios anatémicos irrigados por la arteria mesentérica superior. Incluye el
intestino delgado desde el yeyuno hasta el tercio proximal del colon transverso. Extraido
de Anatomia Humana, Pré. 2017.

La circulacion colateral permite la compensacion del flujo sanguineo local mediante

la vasodilatacion de arterias permeables proximas en caso de que una zona del intestino



quedase privada de flujo sanguineo. Sin embargo, en situaciones en las que se da la
obstruccién de grandes vasos (como la arteria mesentérica superior) dicha

compensacion es insuficiente, pudiendo ocasionar grave compromiso tisular.

1.5. FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA MESENTERICA
1.5.1. Mecanismos para la restauracion del flujo sanguineo

Las visceras emplean en reposo solamente el 20% de los capilares para su oxigenacion
(8); aun y todo, esto no quita que en periodos prolongados de compromiso del flujo
sanguineo no se puedan dar dafios irreversibles al parénquima intestinal. Una
reduccidn del flujo sanguineo intestinal da como resultado la liberacion de metabolitos
vasodilatadores en respuesta al estimulo de la hipoxia: adenosina, COz... Pese a ello,
el flujo sanguineo puede reducirse hasta un 20% con respecto a su riego basal en

circunstancias de hipovolemia grave.
1.5.2. Efectos de la isquemia sobre el metabolismo del enterocito

En la aparicion de las lesiones intestinales, como en cualquier tipo de isquemia, las
especies reactivas del oxigeno o ROS (del inglés: reactive oxygen species) tienen un

papel fundamental durante la reperfusion.

La figura 2 representa el proceso de formacion de radicales libres en el contexto de la
isquemia-reperfusion. La xantina deshidrogenasa es un enzima involucrado en el
metabolismo de las purinas. Cuando existe una privacion de Oz al enterocito, la alta
permeabilidad al calcio activa una proteasa que convierte la xantina deshidrogenasa
en xantina oxidasa, enzima con las mismas caracteristicas que la anterior, pero con alta
capacidad de formacién de radicales libres de oxigeno. La restauracion del flujo
sanguineo provoca la formacion de radicales libres por parte del enzima. Esos radicales
libres son vertidos al torrente sanguineo, y por lo tanto distribuidos por el organismo,

provocando dafios no solo a nivel local (intestinal) sino también a nivel sistémico.
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Figura 2. Representacion grafica de los cambios enzimaticos del enterocito desde la
instauracion de la isquemia hasta el periodo de reperfusion. Imagen modificada de Sisinio
de Castro. Manual de Patologia General (9).

1.5.3. Consecuencias de la liberacién de ROS

La primera consecuencia de la liberacion de ROS al torrente sanguineo es el proceso
de peroxidacion lipidica (8). La peroxidacion de lipidos suele darse en condiciones
fisioldgicas, aunque aumenta considerablemente en situaciones de estrés oxidativo

Como es en este caso.

Una consecuencia directa de esta peroxidacion lipidica es la formacion de epitopos
especificos de oxidacién (OSE). El proceso de formacion de estos epitopos comienza,
por ejemplo, con la fosfatidilcolina. Esta contiene un &cido graso poliinsaturado
particularmente vulnerable a la oxidacion, el cual da como resultado especies
altamente reactivas (como el malonilaldehido). Este aldehido (entre otros), puede
generar enlaces covalentes entre aminas primarias de proteinas o grupos amino de
fosfolipidos, y, por ende, generar OSEs. Estos epitopos son necesarios para el
reconocimiento por patrones asociados al dafio celular (DAMP), permitiendo al

organismo promover la remocién de células dafiadas o moléculas oxidadas.

De esta forma, los DAMP son reconocidos por células presentadoras de antigeno,
mediante receptores tales como los receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo Nod

(NLR) etc. Estos activan vias de sefializacion proinflamatorias (como la via del NF-



kB 0 la via de las MAPK). De esta forma, la respuesta del sistema inmune para
promover la reparacion de las células dafiadas por los radicales libres termina
provocando un efecto deletéreo sobre el organismo, este conjunto de respuestas

inflamatorias asociadas al estrés oxidativo recibe el nombre de “ferroptosis” (10).

1.5.4. Activacion de los procesos inflamatorios agudos durante el periodo de

reperfusion
1.5.4.1. Las células polimorfonucleares

Tras un periodo de isquemia intensa, al reperfundir el intestino, la sangre transporta al
foco del dafio células de la inmunidad innata, particularmente neutrofilos y
macréfagos. Esto se debe a que el dafio producido por la isquemia conduce a una
pérdida de la barrera epitelial, exponiéndolo al tejido subendotelial y asi estimula la
produccion de moléculas como la molécula de adhesion intercelular tipo 1 (ICAM-1).
Esta molécula induce al secuestro de neutrofilos en el tejido dafiado, produciendo
estos, a su vez, moléculas proinflamatorias como las especies reactivas de oxigeno
(por activacion de la mieloperoxidasa) y la activacion de la via del complemento, que,
a su vez conduce a la activacion de moléculas mediadoras de la inflamacion, tales
como la IL-6, IL-8 y TNF-a (11).

1.5.4.2. Moléculas proinflamatorias

Las células involucradas en la defensa inmune primaria, tales como los macréfagos,
se activan en situaciones proinflamatorias secretando moléculas como la interleukina-
1, el factor de necrosis tumoral tipo o (TNF-a) 0 la interleukina-6. Esto se ha podido
observar al intentar bloquear citoquinas con antagonistas de la IL-1 como el Anakinra,
logrando reducir tanto el dafio intestinal como la concentracién de las moléculas

anteriormente descritas (12).
1.5.5. Efectos a nivel sistémico

Tanto las moléculas modificadas por los ROS, como los mediadores proinflamatorios
y los neutréfilos activados localmente durante la reperfusion, al diseminarse por el
torrente sanguineo extienden el dafio a otros territorios. El dafio es mas evidente en
aquellos 6rganos mas ricos en células endoteliales, ya que éstas son las principales

dianas de las especies reactivas del oxigeno y de los neutrofilos activados. Por ello,



desde un punto de vista clinico, la reperfusion del intestino isquémico puede seguirse

de un fallo multiorganico: higado, rifion, pulmon.
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Figura 3. Esquema del proceso fisiopatoldgico de la isquemia-reperfusion. La falta de
oxigeno derivada de una oclusidn arterial aguda conduce a una agresion y necrosis celular
directa. Sin embargo, la restauracidon del flujo sanguineo activa procesos inmunitarios
deletéreos para el propio tejido debido a la liberacidn de radicales libres, que activan el
sistema inmune.

La activacion del sistema inmune producido por el dafio y la necrosis intestinal,
paraddjicamente, acaba provocando un efecto multiplicador sobre el dafio, no solo a
nivel local, sino también a nivel sistémico. De tal forma, que los antioxidantes juegan
un papel fundamental en la neutralizacion de aquellos elementos que promuevan y
multipliquen la activacion del sistema inmune innato, y con ello, el dafio al organismo
(figura 3).

1.6. DIAGNOSTICO

Es fundamental tener presente que hay que sospechar un cuadro de isquemia
mesentérica aguda en las siguientes situaciones: personas >50 afios, con factores de

riesgo y clinica de abdomen agudo de instauracion subita.

Tras los sintomas cardinales (aunque no especificos), las pruebas de imagen
elementales para su deteccion son la angiotomografia (angio-TAC), tal y como se

muestra en la figura 4, y, con fines diagnosticos y terapéuticos, la arteriografia (2).



Figura 4. Angio-TAC de un paciente afectado por un embolo en la arteria mesentérica
superior. En la imagen de la derecha se puede observar como el contraste intravenoso se
detiene abruptamente al inicio de la AMS. En la imagen de la derecha se puede observar
como, tras el tratamiento endovascular, regresa la permeabilidad a la arteria (el foco
hiperintenso corresponde al stent implantado). Extraido de Daniel G. Clair et al., 2016.

1.7. TRATAMIENTO
1.7.1. Tratamiento inicial

El tratamiento inicial ha de ser precoz y enérgico resumido en la tabla 1 como “las
cuatro R del manejo de la isquemia mesentérica” (13). En cuanto al tratamiento
médico, ha de comenzarse aportando soluciones cristaloides, introducir una sonda
nasogéstrica por el ileo adindmico acompafiante, anticoagulacion con heparina y
administracion de antibioticoterapia de amplio espectro por riesgo de peritonitis por
translocacion bacteriana (14). Ademés de todo lo anterior, debe solicitarse una

intervencion quirdrgica urgente en caso de peritonismo incipiente.

Tabla 1. Las cuatro “R” del tratamiento de la isquemia mesentérica aguda. Savlania et al., 2017.

Resucitacién Reanimacién con fluidos para restaurar la perfusion intestinal
Diagnéstico rapido (Rapid L .
. g . pido (Rap Alta sospecha clinica inicial, angio-TAC urgente
diagnosis)
Revascularizacién temprana Técnicas de cirugia abierta, endovascular
” Laparotomia en segundo tiempo, para evaluar los segmentos
Reevaluacién

intestinales inviables




1.7.2. Tratamiento especifico. Técnicas.

El embolismo de la arteria mesentérica superior conlleva una rapida progresion a la
necrosis del intestino delgado. Debido a esto, la revascularizacion debe hacerse sin
demora. Para ello, hoy en dia existen diversas técnicas de revascularizacion, existiendo
dos principales: la embolectomia abierta (cirugia convencional) y la cirugia
endovascular mediante técnicas de radiologia intervencionista. No existe un amplio
consenso en si debe emplearse una técnica u otra, ya que para ello hay que tener en
cuenta la duracion y la severidad de la isquemia, la etiologia de la lesion oclusiva e
incluso la disponibilidad de radiologia intervencionista en el mismo centro hospitalario
(15).

1.8. FARMACOS EXPERIMENTALES
1.8.1. Curcumina

La curcumina, cuya denominacion quimica es diferuloimetano (figura 5), se extrae
del rizoma de la planta Curcuma longa (16). Tiene aspecto de polvo amarillo-
anaranjado y es practicamente insoluble en agua (17). Debido a ello, para su
administracion debe disolverse en un compuesto lipidico (como el aceite de sésamo)

que permita su absorcion entérica y asegure su adecuada biodisponibilidad (18).

O O

HO OH
OCHs H3CO

Figura 5. Estructura molecular de la curcumina en su forma ceto. La molécula esta
conformada por dos grupos arilo en sus extremos, conectados por un grupo heptano lineal.
Nombre IUPAC: (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-diona).

El extracto de la crcuma ha sido muy utilizado en la India desde hace por lo menos
cinco milenios tanto para darle color a los alimentos como para tratar diversos
padecimientos (19). Se ha reportado su uso en un amplio abanico de enfermedades

como la diabetes, el cancer o las enfermedades cardiovasculares (16,20,21). Ademas



de todo ello, se ha propuesto que la curcumina tiene propiedades antinflamatorias y
antioxidantes que podrian ponerse de manifiesto en modelos experimentales de

isquemia intestinal (22—24).
1.8.2. a.-tocoferol

El a-tocoferol es una forma de vitamina E (figura 6). La vitamina E es un compuesto
vitaminico liposoluble que juega un papel fundamental en la prevencién de la
oxidacion de las membranas celulares (25). No se sintetiza en el organismo,
adquiriéndose a través de la dieta. Se incorpora a los quilomicrones y las VLDL junto
con los lipidos restantes y, después de atravesar el sistema linfatico e incorporarse a la
circulacion venosa sistémica, la vitamina E (en forma de a-tocoferol) es transportada

al higado para ser secretada de nuevo junto a las VLDL (26).

Figura 6. Estructura molecular del a-tocoferol. Compuesta por un compuesto
heterociclico denominado cromano unido a una cadena polipropenoide saturada. Nombre
IUPAC: (2R)-2,5,7,8-Tetramethyl-2-[(4R,8R)-(4,8,12-trimethyltridecyl)Jchroman-6-ol.

Se han observado multiples efectos beneficiosos del a-tocoferol en el organismo. Entre
otros, un efecto antiinflamatorio, ya que protege a las membranas lipidicas de su
oxidacion por parte de los ROS, y un efecto antiagregante e inmunomodulador
mediante la disminucion de los niveles de prostaglandina E2 (27). El a-tocoferol ha
sido empleado, ademas, en multiples estudios para la evaluacion de la mitigacién del
dafio en modelos de isquemia-reperfusion esplacnica (28-30). Aunque el déficit de
vitamina E es inusual, se ha observado que en pacientes con sindromes malabsortivos,
tales como la abetalipoproteinemia, el déficit de dicha vitamina puede ocasionar

trastornos neuroldgicos y visuales como la ataxia y retinopatia, respectivamente (31).
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1.8.3. Dexmedetomidina

La dexmedetomidina es un agonista selectivo a-2 usado ampliamente como sedante
en las unidades de cuidados intensivos (figura 7). Carece de riesgo de depresion
cardiorrespiratoria, ademas de poseer un efecto protector frente al delirio y la agitacion
(32). No se tiene mucha certeza del origen del efecto protector de la dexmedetomidina
frente al estrés oxidativo, observandose diversos mecanismos como la activacion de
las células H9C2 (33), mediante la activacion de las via de sefializacion Nrf-2/HO-1
(34). Posee una alta biodisponibilidad en administracién subcutanea. En un ensayo
clinico aleatorizado se observd que la dexmedetomidina administrada por via
subcutanea alcanza concentraciones maximas en plasma a los 15 minutos de su

administracion, manteniéndose su efecto sedante durante las 4 horas siguientes (35).

Figura 7. Estructura molecular de la dexmedetomidina hidrocloruro. Conformada por un
grupo imidazélico y un grupo fenilo unidos mediante un esqueleto carbonado. Nombre
IUPAC: 5-[(1S)-1-(2,3-dimethylphenyl)ethyl]-1H-imidazole.
Su efecto protector frente al dafio inducido por la isquemia-reperfusion ha sido
probado en multiples modelos murinos de isquemia intestinal, logrando reducir el dafio
en el propio tejido intestinal (36-38), y en tejidos extraintestinales como el tejido

hepatico (39) e incluso en el tejido pulmonar (40,41).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. HIPOTESIS

El proceso de isquemia intestinal debido a un embolismo de la arteria mesentérica
superior provoca cambios agudos en el tejido intestinal debido al infarto: la carencia
de oxigeno conduce a un aumento considerable de la permeabilidad al calcio, causante
de la activacidn de una proteasa que convierte la xantina deshidrogenasa en su version

menos eficiente, xantina oxidasa.

Al desobstruir la arteria y, consecuentemente, reperfundir el tejido intestinal, la enzima
Xantina oxidasa genera especies reactivas de oxigeno (ROS) que son vertidos al
torrente sanguineo, generando epitopos especificos de oxidacion. Estos epitopos
activan al sistema inmune, generando una respuesta inmune sistémica y descontrolada
que, en casos severos, puede conducir a un fallo multiorganico, y consecuentemente,
la muerte. En cuanto al intestino, el dafio producido por la isquemia suele conducir a
la desestructuracion de sus vellosidades, y en casos severos, la desintegracion total de
las mismas. Esta alteracion sobre la mucosa intestinal puede conducir a sangrado,
perdida de electrolitos e incluso traslocacion bacteriana que conduzca a una sepsis de

origen intestinal.

Mediante el empleo de compuestos farmacoldgicos con actividad antioxidante
previamente descritos (como la curcumina, el a-tocoferol o la dexmedetomidina) se
podrian neutralizar dichas especies reactivas de oxigeno, minimizando la formacion
de epitopos especificos de oxidacion, reduciendo el dafio ocasionado por el cuadro de

isquemia-reperfusion.

2.2. OBJETIVOS
Los objetivos de este proyecto de investigacion son, por tanto:

1. Aplicar una valoracion cualitativa de los dafios en el tejido intestinal por
isquemia-reperfusion mediante el analisis anatomopatoldgico por H&E.

2. Valorar si el dafio de la mucosa intestinal se traduce en una alteracion de la
capacidad absortiva valorable mediante la prueba de la D-Xilosa.

3. Valorar si los dafios sistémicos producidos por la isquemia-reperfusion se
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traducen en alteraciones de los niveles séricos de parametros analiticos como
la urea, creatinina, Creatinquinasa, LDH, GOT-AST y GLT-ALT.

Analizar el potencial de diferentes farmacos para poder atenuar el dafio
producido por proceso isquémico valorando los parametros descritos en los tres

objetivos precedentes.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIALES
3.1.1. Animales

Para el presente trabajo se emplearon ratas singénicas WAG/RIijHsd (Rattus
norvegicus) hembras, con unas caracteristicas homogéneas de edad y peso (adultos

jovenes de unos 3-4 meses de edad y una media de 170gr, respectivamente).

La cepa fue adquirida a la empresa Harlan Sprague Dawley Inc. (Paises Bajos) por el
Departamento de Cirugia'y Radiologiay Medicina Fisicay expandida en el Animalario
de la UPV/EHU. Los animales fueron alojados en jaulas, con un maximo de cuatro
animales por cada una, a temperatura controlada de 24°C, con libre acceso a comida
(Panlab A-04) y agua, y con un ritmo de luz-oscuridad de 12 h. El procedimiento
experimental ha recibido la aprobacion del Comité de Etica Experimental de
la UPV/EHU (M20 2021 012, M30_2021_013).

Para llevar a cabo el trabajo se emplearon un total de 77 ratas distribuidas

aleatoriamente a los diferentes grupos experimentales (figura 8):

e 6 para fijar los valores de referencia de una analitica sanguinea normal (grupo
no dafado, control).

e 6 paradefinir el dafio tanto a nivel anatomopatoldgico como a nivel bioquimico
tras una hora de isquemia y cuatro horas de ulterior reperfusion, sin
tratamiento.

e 24 para definir el dafio, tanto a nivel anatomopatolégico como a nivel
bioquimico tras una hora de isquemia y cuatro horas de ulterior reperfusion,
junto con la administracién del tratamiento experimental, de las cuales:

o 6 recibieron dos dosis de curcumina por via oral, 24 horas y dos horas
antes del procedimiento quirtrgico, respectivamente, para asegurar
niveles séricos suficientes de curcumina.

o 6 recibieron a-tocoferol, administrando una dosis Unica por via
intraperitoneal 2 horas antes de inducir la isquemia.

o 12 recibieron dexmedetomidina, 6 de ellas 10mg/kg (dosis baja) y las

otras 6 a 40mg/kg (dosis alta) administrando una dosis Unica por via
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e 5 animales fueron retirados del estudio por problemas acaecidos durante el

experimento. 4 por alta sospecha de pérdida de la isquemia durante el proceso

y 1 por fallecimiento (probablemente como complicacion de la anestesia).

e Para la realizacion de la prueba de d-xilosa se emplearon 36 animales,

distribuidos en numeros iguales a los anteriores (6 por cada grupo).
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Figura 8. Representacion esquematica del proceso experimental. Cada fila representa los
grupos empleados. En el A, los grupos sin la prueba de la D-xilosa. En la B se incluye el
proceso de la prueba de la D-xilosa.
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3.1.2. FArmacos

3.1.2.1. Isoflurano

Para la induccion y el mantenimiento de la anestesia se utilizé isoflurano en su forma
comercial Aerrane® (Baxter, S.L.); envase de 250ml de isoflurano 100% en forma de
liguido para inhalacion de vapor. Se empled una concentracion del 3% para la

induccion, y un 1% para el mantenimiento de la anestesia.

El isoflurano es un liquido volatil y no-inflamable, compuesto molecularmente por un
enlace de éter halogenado, ampliamente utilizado para la induccion y el mantenimiento
de la anestesia general (42—-44). Se usa habitualmente en concentraciones que varian
en un rango del 1,5-3%. Aungue su mecanismo de accion no se conoce con exactitud,
se piensa gue actta en la membrana lipidica neuronal, generando una disrupcion en la
transmision neuronal (45). Ademas, se conoce que tiene un papel importante en la
estimulacion de canales ionotropos regulados por neurotransmisores inhibitorios tales
como el acido gamma aminobutirico (Icasa) 0 glicina (42,43), o en la inhibicién de
canales regulados por N-metil-D-aspartato (NMDA) (42). Practicamente la totalidad

del isoflurano es eliminado por el pulmon sin sufrir cambios.

3.1.2.2. Oxido nitroso (NO2)

Para reforzar el efecto anestésico del isoflurano los animales se ventilaron con una
mezcla de oxigeno (1/3) y 6xido nitroso (2/3) a un flujo constante de 0,5 L/miny 1
L/min, respectivamente, tanto durante la induccion como durante el mantenimiento.
El 6xido nitroso estaba conservado en formato licuado (98% v/v), en cilindros de acero

criogénicos inmdviles (Linde plc).

Es un gas inodoro e incoloro a temperatura ambiente. Es muy empleado para la
anestesia general por sus propiedades anestésicas y analgésicas, ya que permite

disminuir las dosis de anestésicos generales al tener un efecto aditivo (46).

3.1.2.3. Curcumina

El formato comercial empleado ha sido curcumina en polvo (C1386-5G; MERCK).
En el trabajo se administrd una dosis de 200 mg/kg de curcumina en solucion coloidal
por via oral (40 mg/ml). Para ello, se mezclaron 200 mg de curcumina con 5 ml de

aceite de sésamo puro, y se dejo la solucion coloidal en un agitador magnético
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calefactado a 60°C y a 900 rpm durante una hora, previo a la administracion del

compuesto.

3.1.2.4. ao-tocoferol

El a-tocoferol se obtuvo del Servicio de Farmacia del Hospital Universitario Basurto
(Bilbao), preparado en ampollas de solucion inyectable 5 mg/ml. Siguiendo trabajos
realizados previamente en el Laboratorio de Cirugia Experimental se administraron 20
mg/kg de a-tocoferol en forma de bolus por via intraperitoneal, dos horas antes de

inducir la isquemia intestinal (47).

3.1.2.5. Dexmedetomidina hidrocloruro

La dexmedetomidina (Dexdor® 100ug/ml) fue suministrado por el Servicio de
Anestesiologia y Reanimacion del Hospital Universitario Basurto (Bilbao). Se
administré en dos grupos, recibiendo uno de ellos 10mg/kg (dosis baja) y el otro

40mg/kg (dosis alta) por via subcutanea 15 minutos antes de la instauracion isquemia.

3.2. METODOS

El experimento tiene como objetivo analizar los posibles dafios del intestino, tanto
fisiopatologicos como estructurales, como resultado de la anulacion durante una hora
del flujo en la arteria mesentérica superior, seguida de una reperfusién de cuatro horas.

Para ello se han realizado estudios anatomopatologicos y de enzimas sanguineos.
3.2.1. Induccion de la anestesia

El animal se introdujo en una camara cerrada y transparente, ventilada con una mezcla
de oxigeno y 6xido nitroso y un 3% de isoflurano. Una vez anestesiado al animal, se
extrajo de la camara y se coloco en decubito supino con el hocico introducido en un

tubo aireado con idéntica mezcla de gases, pero tan sélo un 1% de isoflurano.
3.2.2. Procedimiento quirargico
3.2.2.1. Induccion de la isquemia

Para la cirugia, al animal se colocé en decubito supino, se rasurd el campo quirdrgico
con una afeitadora eléctrica y se aplico una solucion alcoholica con el fin de desinfectar
la zona. Una vez preparado el animal, se le practicé una laparotomia media (incision

longitudinal de 4 cm en direccidn caudo-cefélica). Al abrir la cavidad abdominal, se
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separaron los elementos viscerales con el fin de disecar la arteria mesentérica superior,
entre ellos el intestino grueso y delgado, el estbmago y el bazo. El paquete visceral se
cubrié con una gasa hidréfila impregnada en suero fisioldgico con el fin de protegerlo

del ambiente exterior.

La raiz de la arteria mesentérica superior se encuentra en una localizacion anatémica
retroperitoneal izquierda, que delimitado por unos limites de conformacién triangular:
pediculos renal y suprarrenal, y aorta. Una vez localizado el vaso, se disec con una
pinza de tipo mosquito (figura 9).

Para la oclusién de la arteria mesentérica superior y el mantenimiento de la isquemia
de todo su territorio irrigado, se le aplicd un clip atraumatico vascular YASARGIL®
(FE681K; Asculap, Center Valley, PA, USA). Para asegurarse la correcta oclusion
arterial, se observd si habia una ausencia de pulsos distales a la arteria.

Arteria
mesentérica
superior

Figura 9. Relaciones anatémicas de la arteria mesentérica superior en la rata. Para una
adecuada diseccién del vaso sanguineo, se tomo6 como referencia el triangulo conformado
por la vena renal, la aorta y la vena suprarrenal. Mediante una pinza mosquito, se disecé
la arteria, y se clampd mediante un clip yasargil.

Al término de la intervencion se cerré la incision mediante sutura continua en dos
planos: El plano muscular y seroso, mediante hilo sintético no absorbible 4/0; y el
plano cutaneo, mediante hilo de seda trenzada 3/0.
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3.2.2.2. Reperfusion

Tras una hora de isquemia, se volvio a anestesiar al animal mediante la técnica descrita
anteriormente, y se retird el clip vascular de la arteria mesentérica superior. Al retirar
el clip, regresaron los pulsos distales a la oclusion y los tejidos adquirieron un color
rojo vivo debido a la inmediata reperfusion. Se le volvid a realizar una sutura en dos
planos quirurgicos y se le dejo las cuatro horas siguientes en el estabulario

correspondiente.

3.2.2.3. Sacrificio

Tras cuatro horas de reperfusion, se procedid a la recogida de muestras. Para ello, se
volvio a anestesiar al animal y se reabrid la laparotomia. Para la extraccion sanguinea,
se punciond la vena cava inferior mediante una aguja hipodérmica (Abocath® 23G) y
se extrajo aproximadamente 4 ml de sangre venosa. Para la recogida de tejido
intestinal, se disecd la parte distal del ileon (que conecta con el ciego), se le desproveyd
el mesenterio para no enrollarse sobre si y se seccionaron cuatro muestras de 1/2
centimetro cada una (aproximadamente), guardandolas en un frasco con formaldehido
al 4% p/v (252931; Panreac Quimica S.L.U., Espafia).

Tras el proceso, se sacrific al animal mediante la técnica de dislocacion cervical. Una
vez fue asegurada la efectiva defuncion del animal (ausencia de latido y de signos
respiratorios), se dispuso el cadaver al animalario de la UPV/EHU para la adecuada

eliminacion de residuos bioldgicos segun la normativa vigente.

3.2.3. Histologia

3.2.3.1. Inclusion en parafina

El proposito de este proceso es intercambiar el agua presente en los tejidos por parafina
sOlida, preservando la integridad estructural de los tejidos. Teniendo en cuenta que la
parafina liquida no es miscible en agua, hay que lograr que, tanto en el espacio
extracelular como en el intracelular, el agua sea sustituida por etanol, un compuesto
que si lo es en agua. Sin embargo, el etanol tampoco es miscible en parafina liquida,
por lo que hay que sustituirlo por un disolvente organico que, si lo sea con ambos:

citrosol (253139; Panreac Quimica S.L.U., Barcelona).

El primer paso es embeber el tejido un minimo de 24 horas en formaldehido al 4% p/v.
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El proceso se realiz6 automéaticamente mediante el procesador de tejidos Citadel 2000
(Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA). Los pasos efectuados se detallan a

continuacion:

I. 3 x60 min. etanol 90°
Il. 3 x60 min. etanol 100°
1. 3 x 60 min. citrosol
IV. 2 x60 min. parafina liquida 60°C

Después de este proceso hay que encastrar los tejidos en un bloque de parafina. El
proceso es el mismo para cada muestra: se llena parcialmente un molde con parafina
liquida y se introducen los tejidos de la muestra, con el eje longitudinal del intestino
perpendicular a la direccion del corte del microtomo (para conseguir un corte
transversal del intestino delgado). Después, se rellena el volumen restante de parafina
liquida, se le coloca encima el casete de plastico y se deja solidificar en la placa fria.
Al solidificar, se separan los bloques de los moldes correspondientes y se guardan
hasta ser cortados.

3.2.3.2. Cortes histoldgicos

Se realizaron cortes histoldgicos de 4um de espesor con el microtomo. Para ello, se
dejaron los bloques de parafina en una placa fria con el prop6sito de endurecer la cera,
y asi facilitar el corte por la cuchilla. Una vez obtenidos los cortes, se dejaron en un
bafio de agua destilada a 40°C para que se extendieran y no quedasen pliegues. Por
ultimo, se recogieron los cortes con un portaobjetos y se dejaron secar 24 horas en una
estufa a 30°C. Los portaobjetos fueron rotulados con lapiz para identificarlos

correctamente.

3.2.3.3. Tincion

Para la visualizacion microscopica de los cortes histoldgicos se emple6 una tincién de
Hematoxilina-Eosina. La técnica se hizo con un aparato de tincion automatico
(Shandon Linear Stainer GLX360-2; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
La secuencia de tincidn llevada se detalla en la tabla 2.
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Tabla 2. Protocolo para la tinciéon con hematoxilina y eosina. Protocolo extraido del Laboratorio de Cirugia

Experimental del Departamento de Cirugia y Radiologia y Medicina Fisica de la UPV/EHU.

1

~N oo g A W DN

1’ estufa a 60°C 8 1 x30” agua corriente

4 x 30" citrosol 9 2 x 30” Shandon blueing reagent
2x 30" etanol 100° 10 1 x 30" etanol 90°

2x 30" etanol 90° 1 1x 30" Eosina Y

4 x 30" hematoxilina Harris 12 3 x 30” etanol 90°

1 x30” agua corriente 13 2 x 30" etanol 100°

1 x 30" alcohol &cido (1% v/v HCI) 14 2 x 30" citrosol

3.2.3.4. Valoracién anatomopatolégica

Para la valoracién anatomopatoldgica del dafio producido en la mucosa intestinal, se

emple6 una escala numérica descrita por Chiu et al. (48). La escala valora el dafio

histologico de las vellosidades intestinales de la mucosa del ileon terminal en un rango

del 0 al 5 (Tabla 3). La figura 10 representa mediante imagenes al microscopio cada

nivel de lesion.

Tabla 3. Escala de Chiu. Los valores numéricos indican el grado de dafio (de menor dafio a mayor dafio).

0
1

Vellosidades normales
Desarrollo de espacio apical subepitelial de Gruenhagen

Moderado aumento del espacio subepitelial con desprendimiento importante de las células epiteliales
de la lamina propia

Separacion masiva entre epitelio y lamina propia, ligero desnudamiento epitelial
Desnudamiento epitelial con exposicion lamina propia

Desintegracion del epitelio y lamina propia, necrosis de la vellosidad con Ulcera
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Figura 10. Grados de dafo histolégico en imagenes microscopicas. De izquierda a
derecha, de arriba abajo se numeran los grados de dafio del 0 al 5.

El proceso de valoracion cuantitativa del dafio histologico se hizo de la siguiente
manera: se realizaron cuatro cortes transversales del intestino delgado por animal en
forma de O. Cada corte se dividié en cuatro cuadrantes. En cada cuadrante, se valoro
el dafio medio en una escala numérica del O al 5 descrita anteriormente, y después se
calcul6 la media aritmética de los cuadrantes totales de ese corte. Por ultimo, se calculd
la media aritmética de los cuatro cortes y se obtuvo el dafio global de cada animal
(figura 11).

[+ Je]
oo . D, D, clo OC2

O O,

4_.D P
L= D % = Dafo histolégico global

Figura 11. Método de calculo empleado para la determinacién numérica del daio
histolégico. Se toman 4 cortes transversales de intestino por cada animal. Después, cada
corte se divide en cuatro cuadrantes, y se mide el dafio usando la media aritmética del
dano de los cuatro cuadrantes. Por ultimo, se calcula la media aritmética de los resultados
de cada corte, para obtener el dafio histoldgico global de cada animal.
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4.2.3.5. Valoracion bioquimica

El andlisis bioquimico de las muestras serologicas lo realizo Laboratorios Axpe. Se
han analizado 6 pardmetros: GOT-AST, GPT-ALT, creatinina, urea, creatinkinasa
(CK) y lactato deshidrogenasa (LDH). La tabla 4 muestra algunos de los valores
bioquimicos normales.

Tabla 4. Valores serolégicos normales en una rata de la especie Rattus norvegicus de entre 3 y 18 meses.
Extraido de Houtmeyers et al., 2016. (49)

Variable Limite inferior Limite Superior
Urea nitrégeno (mmol/L) 2.5[2.0-2.6] 6.6 [6.0-7.1]
Creatinina (umol/L) ic[<18to< 18] 53 [46-62]

ALP (U/L) 40 [37-55] 442 [386-477]
ALT (UIL) 22 [20-24] 137 [102-219]

3.2.4. Estudio funcional del intestino mediante la prueba de la D-Xilosa

La D-Xilosa es un monosacérido derivado de la hemicelulosa. Su absorcion esta
directamente correlacionada con la integridad del tubo digestivo, estando disminuido
en situaciones de dafio intestinal, siendo, por tanto, una prueba sencilla y atil para

valorar el grado de lesion intestinal.

Para valorar la capacidad abortiva del intestino se emple0 la prueba de la d-xilosa. Esta
prueba consiste en administrar una solucion de 2mg/kg por via oral mediante una
sonda nasogastrica y valorar su concentracion sanguinea al cabo de 1 hora. Una vez
extraida la sangre mediante un tubo sin aditivos, se centrifuga a 3000rpm durante 10
minutos. Una vez concluido el proceso de centrifugacion, se afiaden 30uL de suero a
una probeta con 2mL de cromogeno. ElI compuesto resultante se hierve durante 4
minutos (tornandose de color morado) y se deja enfriar durante 20 minutos en un lugar

guardado de la luz. Después, se mide la absorbancia del compuesto a 554 nm.

Para extrapolar de las Unidades de Absorbancia a su equivalencia en pg/ml se ha
realizar un estudio de regresion lineal que nos permite calcular la ecuacion de la recta
y utilizarla para aplicarla a los resultados de nuestros estudios sobre suero de ratas

problema (tabla 5). Una vez establecidas las unidades de absorbancia en base a
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concentraciones previamente conocidas la ecuacion obtenida es la siguiente:

Y =0,4509 x X —0,04041

Tabla 5. Recta patron de la d-xilosa. Mediante la grafica obtenida se extrapol6 la cantidad de d-xilosa presente

en los sueros mediante la medicién de la absorbancia.
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Los resultados obtenidos en cada grupo se compararon entre si mediante el analisis de
la varianza 0 ANOVA.

3.2.5. Determinaciones enzimaticas

Se determinaron los siguientes compuestos y enzimas: creatinina, urea, LDH,
creatinkinasa, GOT-AST y GOT-ALT.

3.2.5.1. Obtencién del suero

La sangre fue obtenida puncionando la vena cava inferior mediante el empleo de una
aguja de calibre 23. De ella, se obtuvieron aproximadamente 4 mL y se depositaron en
un tubo sin aditivos. A continuacion, los tubos con sangre se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10 minutos. Después, se extrajo el suero sobrenadante con una pipeta y se

guardaron en tubos Eppendorf.

3.2.5.2. Conservacion del suero

Los tubos Eppendorf se conservaron en un congelador a -30°C hasta el momento de la

determinacién enzimatica.
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3.2.5.3. Analiticas

Las determinaciones enzimaticas se realizaron en las instalaciones de Laboratorios
Axpe. Para mantener las muestras en condiciones de refrigeracion optimas durante el
transporte, se transportaron las muestras dentro de una caja de polipropileno expandido

relleno de hielo seco.

3.2.6 Andlisis estadistico

Para hacer una inferencia estadistica, se emplearon tres tipos de analisis o test:
3.2.6.1. Andlisis de la varianza (ANOVA)

Para comparar los grupos entre si, se empled un test paramétrico de andlisis de la
varianza (ANOVA).

3.2.6.2. Test de Dunnett

Para comparar el grupo control con los grupos de tratamientos experimentales, se
efectuo el test de comparacion multiple de Dunnett.
3.2.6.3. Test de Tukey

Para comparar todos los grupos entre si (los tratamientos frente a los controles y a los

no tratados, y los tratados entre si) se utilizd la prueba de Tukey.
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4. RESULTADOS
4.1. GRADO DE LESION HISTOLOGICA

El proceso llevado a cabo para la valoracién del dafio histolégico ya ha sido descrito
en el apartado correspondiente de Material y Métodos. A continuacion, se detallan los

resultados obtenidos en la valoracion del dafio histologico.

En la tabla 6 se muestran los resultados de la escala Chiu obtenidos en cada animal.
Si bien se aprecia una cierta variabilidad individual en los resultados, resulta evidente
la diferencia en orden de magnitud entre los controles sanos y los animales sometidos
a isquemia y reperfusion. En las dos columnas de la derecha (correspondientes a los
animales tratados) resulta evidente que las cifras son menores que en los animales no

tratados.

Tabla 6. Valores obtenidos en cada animal empleando la escala CHIU del 0 al 4.

Animal Control Isq-Rep Curcumina  o-tocoferol Dexmed.10 Dexmed. 40
1 0,125 2,100 1,844 1,000 1,5 2,91

2 0,375 2,219 1,094 0,813 0,94 1

3 0,375 2,690 2,219 0,969 0,44 1,31

4 0,875 2,719 1,406 1,250 1,88 0,94

5 0,750 2,969 0,281 1,031 2,25 1,75

6 0,250 2,906 0,563 1,84 0,69
Media 0,4583 2,601 1,537 1,013 1,475 1,433
D.S. 0,2923 0,3598 0,4288 0,1570 0,6717 0,8099

Lo comentado en el péarrafo anterior resulta més evidente si nos fijamos en los
estadisticos descriptivos para cada uno de nuestros grupos experimentales. La
diferencia en el grado de lesién histoldgica valorado en los animales sometidos a
isquemia y reperfusion es mas de seis veces superior al medido en los controles (el
dano detectado en estos légicamente debe de considerarse un “artefacto” debido a la
manipulacion de las muestras). Esta diferencia alcanza una gran significacion
estadistica (p < 0, 0001).

Para comparar los grupos tratados frente al no tratado se realiz6 una prueba de
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ANOVA, seguido de un Test de comparacion Multiple de Dunnett. El resultado del
analisis de la varianza resultd altamente significativo (p<0,0001). Al comparar el
grupo de Isquemia con el de Isquemia + Curcumina (figura 12), se observa que el
tratamiento ha provocado una reduccion considerable del grado de lesion histologica
(diferencia de 1,064 +0,517). El andlisis de Dunnett, muestra que la diferencia es

estadisticamente significativa (p < 0,01%).
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Figura 12. Resultados del dafio histolégico intestinal mediante el empleo de la escala descrita por Chiu.

El tratamiento con a-tocoferol también ha logrado un descenso de la media del grado
de lesion histoldgica con respecto al grupo de Isquemia. Como se aprecia en la figura
de arriba, esta diferencia es ain mayor (1,588 +0,385). El analisis de DUNNETT,
muestra que la diferencia observada entre ambos grupos alcanza un elevadisimo grado
de certeza (p < 0,00005).

El tratamiento con dexmedetomidina ha demostrado una reduccion del dafio intestinal
con respecto al grupo de Isquemia (p<0,01), sin embargo, su reduccién no es tan
acusada como en el grupo de a-tocoferol y es similar a la del grupo de curcumina. No
se han hallado diferencias estadisticamente significativas al comparar la reduccion del
dafio intestinal entre el grupo de dosis baja (dexmedetomidina 10) y dosis alta

(dexmedetomidina 40).
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4.2. PRUEBA DE LA ABSORCION DE LA D-XILOSA

El test de absorcion de la D-Xilosa ha demostrado una reduccion en la capacidad

absortiva de los animales sometidos a isquemia (1,18 vs 2,06; p<0,001).

Como se aprecia en la figura 13, los tratamientos ensayados han incrementado la
capacidad absortiva de los animales, aunque en grados diferentes. Al hacer la
comparacion entre los diferentes grupos experimentales mediante el Test de Tukey,
observamos varias cosas interesantes. En primer lugar, las cifras de absorcién de D-
Xilosa de los animales tratados se aproximan mucho a las de los animales sanos, sin
que la diferencia que se aprecia en los tratados con curcumina o a-tocoferol alcancen

significacion estadistica.

En cambio, la mejora observada en los tratamientos frente a los animales con isquemia,
pero no tratados si alcanza significacion estadistica: curcumina (p<0,005), a-tocoferol
(p<0,04) y dexmedetomidina (p<0,0001 en ambas dosis). Comparando entre grupos
donde se ha administrado un farmaco, se han observado diferencias estadisticamente
significativas entre curcumina y dexmedetomidina 10 (p<0,005), curcumina y
dexmedetomidina 40 (p<0,001), a-tocoferol y dexmedetomidina 10 (p<0,001) y a-
tocoferol y dexmedetomidina 40 (p<0,005).
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Figura13. Valores de D-Xilosa alcanzados en suero.

Por el contrario, no se han observado diferencias estadisticamente significativas entre
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diferentes dosis de dexmedetomidina ni entre el grupo Curcumina y a-tocoferol.

4.3. PARAMETROS BIOQUIMICOS
4.3.1. Urea

La interrupcion del flujo en la arteria mesentérica superior durante una hora da lugar a
un significativo incremento en los niveles sanguineos de urea, valorados cuatro horas

después de restablecer el flujo arterial (26,3 vs 83,6 p<0,0001).

En la figura 14 se observa como las cifras de urea en suero disminuyen con los
diferentes tratamientos ensayados. La curcumina induce una reduccion ligeramente
superior a un 10% (83,6 vs 73,2), aunque esta diferencia no alcanza significacion
estadistica. Lo mismo ocurre con el a-tocoferol, a pesar de que la reduccién es ain
mayor (83,6 vs 62,8). En cambio, los dos grupos de animales tratados con
dexmedetomidina logran reducir significativamente la elevacion de urea producida por
laisquemia (83,6 vs 49,2 0 51,7; p<0,01). Aln con todo, estos animales que recibieron
dexmedetomidina siguen teniendo unas cifras de urea que duplican los valores

normales.
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Figura 14. Valores de urea (BUN) obtenidos en mg/dL.

4.3.2. Creatinina

El clampaje de la arteria mesentérica superior durante una hora da lugar a un

incremento significativo de los niveles de creatinina en suero cuatro horas después del
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episodio. De hecho, estos animales duplican las cifras obtenidas en animales normales
(0,5483 vs 0,2571; p<0,001).

La comparacién con los animales que recibieron tratamiento, realizada mediante la
prueba de ANOVA, detecta diferencias significativas en el conjunto, con p<0,0001.
Tras realizar un analisis comparativo entre cada uno de los grupos experimental
mediante la prueba de comparacion Multiple de Tukey, se constata que algunos de los

tratamientos han sido eficaces.

Como puede observarse en la figura 15, el tratamiento con curcumina no modifico
este comportamiento (0,5483 vs 0,5883). En cambio, el tratamiento con a-tocoferol y
con dexmedetomidina. devolvio los valores a niveles proximos a la normalidad, sin

que la diferencia alcance significacion estadistica.
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Figura 15. Valores de creatinina obtenidos en mg/dL.

4.3.3. GPT-ALT

El comportamiento de la GPT resulta un poco mas erratico que el de la GOT. El
analisis conjunto del experimento realizado con ANOVA concluye que hay diferencias
significativas entre algunos de los grupos experimentales (p<0,001). Sin embargo,
salvo en el grupo de animales tratados con dexmedetomidina a dosis bajas, la

variabilidad de los datos dentro de los grupos hace que las diferencias que se observan
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(figura 16) no alcancen significacion estadistica (tabla X).

De hecho, no existe diferencia entre los animales sometidos a isquemiay los normales,
a pesar de que se duplique la concentracion sérica del enzima (tabla Y). Tan solo la
elevacion de las cifras recogidas en los dos grupos tratados con dexmedetomidina
resulta significativa al compararlos con los animales sanos o los isquémicos no

tratados.
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Figura 16. Valores de GPT-ALT obtenidos en UI/L.

4.3.4. GOT-AST

Tras el tiempo establecido de reperfusion intestinal, los niveles de GOT/AST se
incrementan significativamente en todos los grupos. Sin embargo, las diferencias no

son estadisticamente significativas entre los grupos sometidos a isquemia-reperfusion.

La isquemia intestinal ha originado una elevacion muy importante de la GOT, en
valores en torno a 20 veces los de los animales normales (figura 17). Esta subida es
clinicamente relevante, y con una significacion estadistica también elevada
(p<0,0001).

Ninguno de los tratamientos ensayados ha reducido la elevacion de la GOT. La discreta
elevacién que puede apreciarse en tres de ellos no alcanza significacion estadistica y

tampoco parece que pueda ser muy relevante.
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Figura 17. Valores de GOT-AST obtenidos en UI/L.

4.3.5. Creatinquinasa (CK)

Tal y como se puede apreciar en la figura 18, todos los grupos experimentales
presentaron cifras elevadas de creatin quinasa. El analisis ANOVA inform6 de la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre el conjunto de grupos,
con una p < 0,005.
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Figura 18. Valores de creatinkinasa obtenidos en UI/L.
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Sin embargo, la comparacion de los diferentes grupos frente a los animales sanos
realizada con el Test de Tukey solo mostro significacion estadistica para los grupos

tratados con curcumina o cualquiera de las dos dosis de dexmedetomidina.

La gran variabilidad registrada en las valoraciones dentro de cada grupo también ha
dado lugar a que las diferencias entre los animales no tratados y los tratados no

alcancen significacion estadistica.
4.3.6. Lactato deshidrogenasa (LDH)

Todos los animales sometidos a una hora de isquemia mesentérica han presentado una
dréstica elevacion de los valores de LDH en suero (p<0,001). Desde las 44 UI/L de los
animales sanos, la isquemia multiplica la concentracion serica del enzima por mas de
10 (44 vs 574). Sin embargo, hay que observar que existe una importante variabilidad

intragrupo.

Ninguno de los tratamientos ha logrado reducir este incremento en las cifras de LDH
(figura 19). De hecho, en el grupo tratado con 10 pgr de dexmedetomidina se observa
un incremento todavia mayor (tabla XX), aunque la dispersion de valores hace que la

diferencia no alcance significacion estadistica.
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Figura 19. Valores de lactato deshidrogenasa obtenidos en UI/L.
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5. DISCUSION

La isquemia-reperfusién intestinal, como ente clinico, repercute seriamente en aquel
que lo padece y se puede dar en multiples situaciones clinicas, tales como embolismo
arterial (en el contexto de una arritmia cardiaca por fibrilacion auricular), diseccion
aortica, trombosis mesentérica, shock hipovolémico e, incluso, en enfermedades
reumaticas como la panarteritis nodosa. Hay multiples factores involucrados en la
instauracion del dafio a nivel local y sistémico, tales como la activacién de neutréfilos
y macrofagos como consecuencia de la lesion endotelial de los érganos afectados, la
liberacion de radicales libres de oxigeno al torrente sanguineo y la liberacion de
citoquinas que multiplican la respuesta inflamatoria que conducen a la
desestructuracion de los tejidos afectados por la isquemia y en Ultima instancia a un

estado de disfuncion multiorganica.

5.1. IDONEIDAD DEL MODELO EXPERIMENTAL

El modelo murino de isquemia-reperfusion ha sido ampliamente utilizado en modelos
experimentales debido a la ptima posibilidad de simulacion de una oclusién vascular
mesentérica aguda (aunque tambiéen se han utilizado en modelos de isquemia hepatica,

cardiaca, renal, retiniana, cerebral e incluso de las extremidades).

De hecho, hay mdltiples estudios con multiples variaciones, tales como el tiempo de
isquemia, el tiempo de reperfusion, la dosis de farmaco administrada y su posologia.
Otro tanto cabe decir de los parametros analizados para valorar el efecto de la
reperfusion y de los farmacos ensayados. Todo ello hace dificultoso analizar la validez

externa y la eficacia de los compuestos farmacologicos empleados.
5.1.1. Tiempo de isquemia y reperfusion

Las publicaciones que utilizan la rata como modelo de isquemia-reperfusion intestinal
son muy numerosas (por encima de las cuarenta publicaciones/afio en los Gltimos 20

afos).

Sin embargo, si nos fijamos en la duracién de la isquemia y en el tiempo tras iniciar la
reperfusion en el que se estudian los efectos, no existe ningin consenso. Revisando los
primeros 25 trabajos que ofrece PubMed con los términos “mesenteric ischemia AND

rat”, se ve que la variabilidad es enorme (50-63) (tabla 7).
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Tabla 7. Diferentes tiempos empleados en modelos de isquemia-reperfusion.

Autor Duracién isquemia (min.) Tiempo de reperfusion (h.)
Ucar Bl et al., 2020 30 1
Gendy AM et al., 2021 30 2

ikiz O et al., 2021 30 12
Sampaio de Holanda G et al., 2021 35 3/4
Yildinm E et al.,, 2021 45 1y 112
Orak C et al., 2021 45 2
Toropova YG et al., 2018 60 112
Dere Ginal Y et al.,, 2020 60 1
Olatunji-Akioye et al., 2020 60 1
Almoiliqy M et al.,, 2020 60 2

Wu MB et al., 2020 60 2
Aciksari K et al,, 2019 60 72

Lai HJ et al., 2021 90 Varios tiempos
Dominowski L et al., 2021 120 3

En el caso de nuestro experimento, decidimos utilizar 1 hora de isquemia por
considerar que es el tiempo minimo que puede transcurrir desde que se instaura el
cuadro clinico hasta que se recurre a la retirada del embolo. Por un lado, consideramos
que un tiempo inferior a una hora de isquemia podria ser insuficiente para que el tejido
fuera suficientemente dafiado; por otro lado, un tiempo superior a una hora podria
condicionar la aparicion de lesion mucho mas masiva, haciendo por ello mas dificil
poner de manifiesto los beneficios de los compuestos a estudio. En cuanto al tiempo
de reperfusion, las 4 horas se establecieron para dar tiempo suficiente a que se
instaurasen las lesiones anatomopatoldgicas derivadas de la activacién inmunologica
debido a la agresion. Esto concuerda con algunos estudios como el de Guzman de la
Garza et al. (64), donde analizaron el periodo donde se elevaban los marcadores de
dafio, tanto histol6gico como bioquimico. En él se observé que el pico maximo de
dafio intestinal mediante la escala Chiu se obtenia a las 3 horas de la reperfusion

empleando media hora de isquemia, reforzando nuestro modelo de tiempo empleado.

Aun y todo, los modelos murinos, por diversas razones, plantean dificultades para

extrapolar sus resultados a la experimentacién clinica. La primera es que
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habitualmente no se sabe con certeza el momento exacto en el que se instaura la
isquemia intestinal (ya que habitualmente es una patologia de inicio extrahospitalario),
y ese condicionante dificulta determinar el tiempo que lleva el intestino privado de
riego sanguineo. La segunda, se encuentra la idea de que el tratamiento debe ser
emergente ya que el cuadro supone un riesgo vital para el paciente, y seria éticamente
reprobable esperar a que pasase un tiempo determinado desde que se instaura el cuadro

hasta su tratamiento pudiendo hacer esto ultimo con anterioridad.
5.1.2. Farmacos empleados

Desde que se describi6 el sindrome isquemia-reperfusion, se ha recurrido a farmacos
de muy diverso tipo para controlar el dafio que produce. Los primeros estudios se
centraron en el empleo de sustancias antioxidantes (SOD, GSH, acido fdlico, vitamina
E...) ya que se conocia su papel en la reduccion del dafio en situaciones de estrés
oxidativo (65). Sin embargo, a lo largo de los afios, se ha ido conociendo mejor la
fisiopatologia de la isquemia reperfusion y el papel que en ella juegan la inmunologia
y la bioguimica molecular. Y este nuevo conocimiento ha ampliado el espectro de

sustancias potencialmente Gtiles en el control del dafio por reperfusion.

Hoy en dia se sabe que el factor clave en el dafio causado por la isquemia-reperfusion
es la activacion del sistema inmune innato y la introduccion del organismo en un estado
proinflamatorio descontrolado. Las moléculas alteradas por los radicales libres de
oxigeno son las responsables de esta activacion incontrolada, ya que sufren una
alteracion estructural que el sistema inmune las reconoce como estructuras ajenas al

mismo (66).

Nuestro experimento analiza el efecto de un farmaco antioxidante, curcumina, y uno
antiinflamatorio, dexmedetomidina, a la vez que incluye el a-tocoferol como farmaco

de eficacia ya probada previamente (28,29).

La curcumina es una sustancia natural, ampliamente utilizada en la cultura indo-
asiatica y que actualmente estd emergiendo como molécula con multiples aplicaciones.
Ademaés de ensayarse como antioxidante en estudios de isquemia-reperfusion (20,22—
24,67), también se describen propiedades antineoplasicas (68,69). Por otra parte, la
dexmedetomidina, ademéas de reducir los niveles sericos de mediadores

proinflamatorios, tiene un claro efecto analgésico y sedante. Por estas dos Ultimas
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propiedades es actualmente el farmaco de referencia para la sedacion en las unidades
de cuidados intensivo (70), puesto que reduce las dosis de anestésicos y otros
farmacos. En estos entornos los pacientes se suelen encontrar en situaciones de gran
estres oxidativo (estados de shock, estatus epilépticos, ictus, infartos agudos de
miocardio...) con lo cual supone un gran interés averiguar si este compuesto
farmacoldgico posee un factor protector frente al estrés oxidativo que provoca la

isquemia intestinal.

Al igual que con los tiempos empleados, no hay homogeneidad en cuanto a la
posologia de los farmacos empleados. Esto hace dificil determinar con claridad si
existe un beneficio terapéutico o no a la hora de emplear los farmacos en este cuadro
clinico, ya que la ventana terapéutica de cada uno de ellos podria ser distinta. En cuanto
a la forma de administracion y a los parametros farmacocineticos, existen diferencias
entre los unos a los otros. Mientras que existen formas de administrar a-tocoferol y
dexmedetomidina por via parenteral, aun no existen preparados farmacéuticos
comercializados de curcumina parenteral, siendo méas dificil determinar la

biodisponibilidad de este Gltimo, asi como los tiempos de absorcion.
5.1.3. Técnica de clampaje empleada

En este estudio la isquemia se ha inducido con el uso de un clip Yasargil. Es un
instrumento ampliamente usado en neurocirugia, y en este caso, idéneo para provocar
una isquemia en un vaso, ya que es adecuado en cuanto a tamafo, reversible (ya que
es atraumatico) y facil de manipular. Es cierto que también es posible provocar la
isquemia mediante ligaduras, pero resulta mas traumatico y no asegura tanto la
adecuada repermeabilizacion del vaso. Por este motivo, el uso de clips vasculares es

la técnica de eleccion en los modelos experimentales.
5.1.4. Valoracion del dafio histologico

Desde la publicacion de la escala Chiu en 1970 por el autor que lleva su nombre (48),
ésta se ha convertido en la herramienta estandar para la valoracion histoldgica del dafio
intestinal. Esto lo convierte en una técnica Util para comparar los resultados de nuestro
estudio con los del resto, ya que la gran mayoria de los estudios emplean la misma
escala. Sin embargo, cabe considerar que la valoracién es individuo-dependiente, asi

que podria haber diferencias en cuanto a la interpretacién de los grados en cada
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muestra. En este estudio hemos buscado disminuir la subjetividad de la valoracion
mediante dos precauciones: por un lado, realizando la medicién a doble ciego, y, por
otro lado, encargando una segunda determinacién a un especialista en anatomia

patologica ajeno a este estudio, para contrastar los resultados.
5.1.5 Valoracion del funcionalismo intestinal

La prueba funcional méas consolidada para estudiar la capacidad absortiva del intestino
es la prueba de la D-Xilosa. Esta molécula es un monosacarido que es absorbido por
el intestino delgado en la porcion proximal del intestino delgado y no puede ser
metabolizado por el ser humano (71) por lo que su presencia tanto en sangre como en
orina depende exclusivamente de la aportacion externa. Es una prueba sencilla ya que
los reactivos para su utilizacion son baratos y accesibles, y la técnica no presenta
complejidad alguna; unicamente requiere de un espectrofotdmetro basico para llevarla

a cabo. Esto es lo que nos ha decidido por esta prueba en nuestro experimento.

En general, se considera que la prueba de la D-Xilosa valora la capacidad de absorcion
del intestino delgado proximal (71), lo que podria indicar que no seria de mucha
utilidad en un modelo de isquemia por oclusion de la arteria mesentérica inferior, ya
que los principales dafios se observan en el ileon terminal. De hecho, Stanley et al.
(72) en un modelo de isquemia cronica en perros encontraron que el bloqueo exclusivo
de la arteria mesentérica inferior no afectaba los resultados de la prueba de la D-Xilosa,
mientras que en los animales en los que también se clampo el tronco celiaco se produjo
una significativa reduccién de la absorcion de D-Xilosa. Sin embargo, Sileri et al. (73),
en un modelo de isquemia por oclusion de la arteria mesentérica inferior de tan solo
45 minutos, pero repetido por tres veces con una semana de decalaje, objetivaron un
dafio crénico de la mucosa yeyunal que se acompafié de una reduccion en la absorcion
de D-Xilosa. Ademas, Fujimoto et al. (74), en un modelo de isquemia mesentérica en
rata de una hora de duracién, comprobd que tras retirar el clamp existia una reduccion
del 15% en el flujo sanguineo de la totalidad del intestino delgado (exceptuado el
duodeno) que se prolongaba durante 24 horas. Ademas, hasta completadas las primeras
48 h, la absorcion intestinal de lipidos permanecia reducida. Asi pues, la eleccion de
la prueba de la D-Xilosa para detectar dafio funcional en el intestino sometido a

reperfusion no carece de fundamento.
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Hay otras pruebas de disefio méas reciente para valorar la funcion absortiva del intestino
delgado, entre los que destacan la prueba de trioleina-C14 para valorar alteraciones en
la digestion de los triglicéridos, o la prueba de Schilling, para la vitamina B12. Sin
embargo, estas pruebas requieren de equipamiento muy sofisticado y manejo de
materiales radiactivos, haciéndolas poco adecuadas al entorno de la experimentacion

animal.

5.2. EFECTOS DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS A NIVEL
HISTOLOGICO

Los tres farmacos han demostrado reducir el dafio a nivel histoldgico, aunque con
diferencias entre si. Por un lado, se ha observado que la vitamina E ha sido el farmaco
mas potente en cuanto a su capacidad en la disminucion del grado de las lesiones. En
cambio, la curcumina y la dexmedetomidina (independientemente de la dosis) han
demostrado reducir de manera similar el dafio histoldgico, pero en menor grado que

con la vitamina E.
5.2.1. a-tocoferol

El tratamiento de nuestros animales con vitamina E ha reducido el dafio histolégico a
menos de un 40% de lo valorado en animales no tratados. En experiencias previas de
nuestro grupo, pero utilizando 2 horas de isquemiay 1 h de reperfusion, el a-tocoferol,
a idéntica via y tiempo de administracion, tan solo redujo en un 20% el dafio
histoldgico (75). Esto puede deberse a que la mayor agresividad del modelo deja menor
margen para el beneficio de los tratamientos. Si fuera asi, el tiempo de 1 hora de

isquemia probaria ser una eleccion acertada.

Anteriormente se ha expuesto que la vitamina E ejercia el efecto mas potente a nivel
antioxidante. Estudios como el de Gunel et al., 1998 demuestran que la vitamina E es
capaz de reducir el dafio histologico tras una hora de isquemia y una hora de
reperfusién administrando 10mg/kg de vitamina E 15 minutos antes de la reperfusion
(76).

5.2.2. Curcumina

En el caso de la curcumina, hay diversos estudios que demuestran su capacidad

protectora frente al dafio por isquemia, empleando tiempos y posologias distintas. En
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un estudio publicado por Karatepe et al. (67) descubrieron que la administracion de
40mg/kg de curcumina oral 15 dias antes de la intervencion reducia el dafio histologico
(de 5 a 1,5), medido 24 horas tras la reperfusion. En otro estudio Yucel et al., (22),
administraron 100mg/kg de curcumina 3 dias antes de la intervencién, logrando una
reduccion del dafio en casi un tercio con respecto al grupo sin tratamiento, valorada en
un modelo de una hora de isquemia, seguido de una hora de reperfusion. De manera
similar, Nurullahoglu et al. (23) y Guzel et al. (77) También disminuyeron el dafio
intestinal con pautas de administracion de curcumina dias antes de la isquemia y
valorando el efecto tras 2 y 1 hora de reperfusion. Sin embargo, Onder et al. (24),
administrando 200mg/kg de curcumina 15 minutos antes de la intervencion,
cuantificaron el dafio tan solo una hora tras la reperfusion y s6lo obtuvieron una
reduccion muy ligera del dafio, que no fue estadisticamente significativa. Esto parece
indicar que para poder objetivar el beneficio del tratamiento con curcumina es mas
relevante el tiempo transcurrido desde la administracion del farmaco que el tiempo de
reperfusion o la dosis de sustancia administrada. De hecho, esto explicaria que
nosotros, al administrar la curcumina 24 h antes y hacer el estudio 4 horas tras la
reperfusion, hayamos encontrado reduccion del dafio histolégico intestinal con las

dosis de curcumina que no resultaron Utiles en el estudio de Onder.

Sin embargo, esta interpretacion contradice lo publicado por Bo y Feng (78) en un
estudio de dafio por reperfusion en extremidades inferiores. Administrando la
curcumina una vez concluida la isquemia refieren una disminucion de los dafios

producidos por la reperfusion a nivel pulmonar.
5.2.3. Dexmedetomidina

En general puede decirse que los trabajos publicados sobre el uso de dexmedetomidina
para reducir el dafio por reperfusion coinciden en varios aspectos. El tratamiento
administrado una vez iniciada la reperfusién no mejora el dafio en la mucosa intestinal.
La administracion previa al inicio de la isquemia se muestra Gtil para reducir el dafio
por reperfusion, y su eficacia es dosis-dependiente. En un estudio realizado por Zhang
et al. (37) observaron que la administracion de 5 pg/kg de dexmedetomidina
intravenosa en perfusion continua, 1 hora antes de la isquemia, redujo

significativamente el dafio intestinal. Por otra parte, otro investigador, también
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llamado Zhang (38), demostré que la administracion de 10, 20 o 50 pg/kg de
dexmedetomidina 30 minutos antes de la isquemia, reduce el dafio histoldgico respecto
al grupo no tratado, en un modelo de una hora de isquemia y dos de reperfusion.
Aunque la reduccion del indice de Chiu fue progresia al incrementar la dosis de
dexmedetomidina. Sin embargo, no las diferencias entre las diferentes dosis no
alcanzaron significacion estadistica. Estos resultados concuerdan con nuestros
hallazgos, tras la administracion de 5 pg/kg 15 minutos antes de inducir la isquemia,
examinando el intestino tras 4 horas de reperfusion. Como dice este autor, el hecho de
que el efecto de este farmaco s6lo se muestre si se administra antes de producirse la
isquemia, reduce su posible aplicabilidad clinica. Sin embargo, los estudios con
administracion durante o tras la isquemia han examinado el dafio en momentos
bastante tempranos (2 horas 0 menos de reperfusion); pudiera ser que si se hicieran
estudios mas tardios (6, 12 o 24 h de reperfusion) pudiera objetivarse un efecto
terapéutico, tal como se ha visto con otros farmacos en otros modelos experimentales
Boy Feng (78).

5.3. REPERCUSION SISTEMICA DE LA REPERFUSION DEL INTESTINO
ISQUEMICO

El sindrome de isquemia-reperfusion, ademas de dafar el tejido que ha experimentado
la isquemia, puede afectar a otros drganos distantes. Dado que un componente
relevante del dafio por reperfusion se deriva del ataque indiscriminado que las células
endoteliales experimentan por parte de células inflamatorias, aquellos o6rganos
particularmente ricos en capilares, como el higado o el rifidn, resultan especialmente

sensibles a los efectos de la reperfusion.

Un farmaco serd mas eficaz en el tratamiento del sindrome de reperfusion si, ademéas
de reducir el dafio local en el tejido isquémico, reduce la afectacion sistemica. Por este
motivo hemos incluido en nuestro estudio la determinacion de parametros serolégicos

que permitan valorar la afectacion del higado y del rifion.

Asi, los resultados de nuestro estudio muestran una clara afectacion hepatica
manifestada por la elevacion de las enzimas hepaticas (GOT-AST, GPT-ALT) y la
LDH. Esto concuerda con la relacion anatomica estrecha que hay entre el intestino

delgado y el higado, ya que las sustancias presentes en el intestino (bien porque las ha
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absorbido o las ha creado de novo) son transportadas directamente a los sinusoides
hepaticos mediante la vena mesentérica superior, que confluye con la vena mesentérica
inferior y la vena esplénica en la vena porta, que se ramifica dando los sinusoides
hepaticos. La afectacion hepatica en los cuadros de reperfusion intestinal esta bien
documentada en la literatura (34,39,79). Ninguno de los tratamientos que hemos
empleado ha logrado reducir la elevacion de estas enzimas. Sin embargo, no podemos
concluir que los fa&rmacos no sean Utiles sobre el dafio sistémico, ya que el estudio se
ha reducido a una ventana temporal muy estrecha. Seria necesario hacer experiencias
en las que evaluar los movimientos enzimaticos en plazos mas largos. De hecho, en un
estudio publicado por Guzman-de la Garza et al. (64), se observé que el nivel maximo
de dafio histoldégico mediante la escala Chiu se obtenia a las 3 horas desde la
reperfusion, mientras que el pico de LDH se conseguia al de una hora y después
descendia rapidamente, mientras que los valores de ALT y AST lograban sus

concentraciones maximas al de 3 horas, pero se mantenian elevadas mas tiempo.

Por otro lado, la elevacion de los niveles séricos de creatinina urea demuestran que el
rifdn también ha resultado dafiado tras la isquemia. Una elevacion anormal de los
niveles de creatinina respecto a su valor basal indica que la funcion glomerular esta
siendo comprometida por algun tipo de agresién. Hay estudios como el de Lai et al.
(61), 2021, que demuestran que las lesiones por isquemia intestinal afectan a 6rganos
distantes, como el rifién, ya que, tras 90 minutos de isquemia y seis horas de
reperfusion intestinal, encontraron elevacion de marcadores de dafio renal, tales como
la BUN o la creatinina, y lesiones estructurales microscopicas renales. Es interesante
resaltar que, en nuestra experiencia, los grupos que recibieron dexmedetomidina
presentaron una elevacién mas discreta de la creatinina. Este efecto no resulté dosis
dependiente. Sin embargo, no puede concluirse que esto se deba al efecto protector
frente a la isquemia, ya que la dexmedetomidina tiene un claro efecto hipotensor (80)

que bien pudiera contribuir a reducir el dafio renal durante la reperfusion.

Por ultimo, la elevacion de las cifras de creatinkinasa pueden sugerir que el cuadro de
isquemia-reperfusion también puede afectar a la musculatura estriada. Sin embargo,

no hemos encontrado datos en la literatura que refrenden nuestro hallazgo ni que



42

puedan sugerir el mecanismo lesional. Ademas, al igual que ha ocurrido con el dafio
hepatico, ninguno de los farmacos utilizados ha reducido esta elevacion enzimatica.
De nuevo hay que considerar la posibilidad de que un estudio a plazos més largos

mostrara algun efecto a este nivel.

Aun y todo el estudio enzimatico tiene limitaciones que son necesarias remarcar. Por
un lado, los buenos resultados a nivel histologico no se correlacionan con los niveles
plasmaticos de las sustancias. Esto puede deberse, bien a una técnica defectuosa
durante la toma o el procesamiento de las muestras, o bien a que la sustancia analizada
no se encuentre en la ventana temporal adecuada al momento de la medicion. En un
estudio publicado por Guzman-de la Garza et al., 2013 se observo que el nivel maximo
de dafio histolégico mediante la escala Chiu se obtenia a las 3 horas desde la
reperfusion, mientras que el pico de LDH se conseguia al de una hora y después
descendia rapidamente, mientras que los valores de ALT y AST lograban sus

concentraciones maximas al de 3 horas, pero se mantenian elevadas mas tiempo (64).

5.4. EFECTO SOBRE LA CAPACIDAD ABSORTIBA DEL INTESTINO

En nuestros resultados se puede observar que la isquemia reduce la capacidad de
absorcion de D-Xilosa por parte del intestino, ya que sus niveles séricos son
notablemente inferiores a los niveles de D-xilosa en sangre de animales que no han
sido sometidos a isquemia. Que la isquemia mesentérica haya reducido la absorcién
de D-Xilosa coincide con lo referido por Sileri et al. (73) y Morini et al. (81), si bien
ambos estudios se refieren a un modelo de isquemia cronica. No hemos encontrado en
la bibliografia consultada experimentos con modelos de isquemia intestinal aguda que
hayan valorado absorcion de D-Xilosa. Lo méas proximo es un estudio sobre ileon “in
vitro” en el que tras una isquemia de una hora se constata que la absorcion de glucosa
cae aun 11% vy la de glutamina a un 44%, mientras se preserva la funcion de barrera

para moléculas grandes (entre 376 D y 40 kD) (82).

En cambio, los tres farmacos empleados en nuestro estudio han logrado aumentar las
concentraciones de D-xilosa en sangre. De entre los tres, la dexmedetomidina ha sido
el compuesto que mas ha logrado aumentar las concentraciones de la D-xilosa,
llegando a alcanzar concentraciones similares a los del grupo sin isquemia. Sin

embargo, no se han observado diferencias al emplear concentraciones bajas o altas del
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mismo farmaco. El a-tocoferol ha tenido resultados méas modestos que la
dexmedetomidina, y la curcumina ha sido el compuesto que menos impacto ha tenido

sobre la elevacion de sus valores en sangre.

Estos resultados pueden ser debidos a los cambios lesivos en el epitelio intestinal
derivados de la isquemia-reperfusion. La destruccion de las vellosidades conlleva una
disminucién de la capacidad absortiva del intestino delgado (83) que puede justificar
dicha reduccién en los niveles de D-xilosa en sangre. Aun y todo, cabe destacar que
no queda del todo claro cual es el motivo concreto de dicha reduccion. Hay que
considerar que el a-tocoferol es el compuesto que mas ha reducido el dafio a nivel
histoldgico, pero no el que mas ha elevado las concentraciones de d-xilosa en sangre,
ya que esto corresponde a la dexmedetomidina. Cabe pensar que ya que la
dexmedetomidina, al ser un a-2 adrenérgico, mejora la motilidad intestinal, este efecto

redunde a su vez en una mejoria en la capacidad absortiva (84,85).
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6. CONCLUSIONES
A partir de los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Grado se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

e La oclusion vascular mediante el clip Yasargil constituye una técnica fiable
para estudiar la reperfusion tras isquemia mesentérica aguda completa.

e EIl dafio producido por la isquemia-reperfusion intestinal puede ser bien
definido mediante el analisis histopatolégico de la mucosa. Este pardmetro es
atil para valorar la eficacia de los tratamientos.

e Lareperfusion del intestino reduce su capacidad de absorcion de D-Xilosa, por
lo que esta prueba resulta de utilidad en ensayos terapéuticos.

e El dafio sistémico inducido por la reperfusion del intestino se traduce en
alteraciones de la bioquimica sanguinea.

e La administracion de curcumina, a-tocoferol y dexmedetomidina ha logrado
una reduccion del grado de dafio histopatoldgico, sin que dicha reduccion se
haya correlacionado con mejoria de los parametros bioquimicos analizados.

e Estos tres farmacos han mejorado la absorcion intestinal de D-Xilosa, reducida

por la isquemia.
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ANEXO | — TABLAS ADICIONALES

Tabla A.1. Test de D-Xilosa. Resultados del analisis comparativo entre los diferentes grupos experimentales.
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Diferencia de niveles Dif. de las medias  EE de diferencia IC de 95% a\j/jskt)e: dpo
Isquemia - Normal -1,162 0,185 (-1,728; -0,597) 0,000
IR + C - Normal -0,295 0,185 (-0,860; 0,270) 0,606
IR + ATF - Normal 0,404 0,192 (-0,992; 0,183) 0,314
IR + DXM 10 - Normal 0,230 0,185 (-0,335; 0,795) 0,810
IR + DXM 40 - Normal 0,189 0,185 (-0,376; 0,754) 0,906
IR + C - Isquemia 0,867 0,165 (0,362; 1,373) 0,000
IR + ATF - Isquemia 0,758 0,173 (0,228; 1,288) 0,002
IR + DXM 10 - Isquemia 1,392 0,165 (0,887; 1,898) 0,000
IR + DXM 40 - Isquemia 1,351 0,165 (0,845; 1,857) 0,000
IR+ATF-IR+C 0,109 0,173 (-0,639; 0,421) 0,988
IR+DXM10-1R+C 0,525 0,165 (0,020; 1,031) 0,038
IR+DXM40-1R+C 0,484 0,165 (-0,022; 0,989) 0,067
IR +DXM 10 - IR + ATF 0,634 0,173 (0,104; 1,165) 0,012
IR + DXM 40 - IR + ATF 0,593 0,173 (0,063; 1,123) 0,022
IR+DXM40-IR+DXM10  -0,041 0,165 (-0,547; 0,464) 1,000

Nivel de confianza individual = 99,51%

Tabla A.2. Niveles séricos de urea (mg/mL). Resultados del andlisis comparativo entre los diferentes grupos

experimentales.
Diferencia de niveles Dif. de las medias  EE de diferencia IC de 95% \_/alor P
ajustado
R+C-IR -5,6 10,5 (-36,2; 25,0) 0,983
IR +ATF-IR 11,7 10,9 (-43,6; 20,1) 0,817
IR +DXM10-IR -29,4 10,9 (-61,3;2,9) 0,081
IR +DXM40- IR -31,9 10,9 (-63,8; -0,0) 0,050
IR+ATF-IR+C 6,2 10,9 (-38,0; 25,7) 0,979
IR+DXM10-IR+C -23,8 10,9 (-55,7; 8,0) 0,216
IR+DXM40-1R+C -26,3 10,9 (-58,2; 5,5) 0,142
IR +DXM10-IR + ATF 7,7 11,3 (-50,7; 15,4) 0,534
IR +DXM40 - IR + ATF -20,2 1,3 (-53,2;12,9) 0,405
IR+DXM40-IR+DXM10  -2,5 1,3 (-35,6; 30,6) 0,999

Nivel de confianza individual = 99,30%

Tabla A.3. Niveles séricos de creatinina (mg/mL). Resultados del analisis comparativo entre los diferentes



grupos experimentales.
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Diferencia de niveles Dif. de las medias  EE de diferencia IC de 95% a\j/L?sl?a:dpo
IR+C-IR 0,024 0,127 (-0,348; 0,396) 1,000
IR +ATF-IR 0,076 0,133 (-0,312; 0,463) 0,978
IR+DXM10-IR 0,174 0,133 (-0,562; 0,213) 0,685
IR +DXM40- IR 0,219 0,133 (-0,607; 0,168) 0,478
IR+ATF-IR+C 0,051 0,133 (-0,336; 0,439) 0,995
IR+DXM10-1R+C 0,199 0,133 (-0,586; 0,189) 0,573
IR+DXM40-1R+C 0,244 0,133 (-0,631; 0,144) 0,374
IR+DXM10-IR + ATF -0,250 0,138 (-0,652; 0,152) 0,385
IR +DXM40 - IR + ATF -0,295 0,138 (-0,697;0,107) 0,232
IR+DXM40-IR+DXM10  -0,045 0,138 (-0,447; 0,357) 0,997

Nivel de confianza individual = 99,30%

Tabla A.4. Niveles séricos de GPT-ALT (UI/L). Resultados del analisis comparativo entre los diferentes grupos

experimentales.
Diferenciade niveles  Dif. de las medias  EE de diferencia IC de 95% Valorp
ajustado
R+C-IR 3,08 4,03 (-8,20; 14,36) 0,940
R +ATF - IR 119 4,09 (-10,27; 12,66) 0,098
IR +DXM 10 - IR 6,81 4,09 (4,66; 18,27) 0,464
IR +DXM 40 - IR 639 4,09 (5,07; 17,86) 0,527
R+ATF-IR+C 1,89 4,09 (13,35, 9,58) 0,991
IR +DXM10- IR +C 373 4,09 (7,74, 15,19) 0,892
IR +DXM40- IR +C 3,31 4,09 (8,15; 14,78) 0927
IR +DXM 10 - IR + ATF 5,61 416 (6,04; 17,26) 0,662
IR +DXM 40 - IR + ATF 5,20 416 (-6.45; 16,85) 0723
IR+DXM40-IR+DXM10  -041 416 (-12,06; 11,23) 1,000

Nivel de confianza individual = 99,34%
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Tabla A.5. Niveles séricos de GOT-AST (UI/L). Resultados del analisis comparativo entre los diferentes grupos
experimentales.

Diferencia de niveles Dif. de las medias  EE de diferencia IC de 95% a\j/l?sl?a:dpo
R+C-IR 29,3 243 (-41,6; 100,1) 0,747
IR+ATF-IR 32,5 25,2 (-41,3; 106,2) 0,702
IR+DXM10-IR 20,5 25,2 (-53,3;94,2) 0,925
IR +DXM40- IR -5,0 25,2 (-78,8; 68,7) 1,000
IR+ATF-IR+C 3,2 25,2 (-70,6; 76,9) 1,000
IR+DXM10-1R+C -8,8 25,2 (-82,6; 64,9) 0,997
IR+DXM40-1R+C -34,3 25,2 (-108,1; 39,4) 0,657
IR+DXM10- IR + ATF -12,0 26,2 (-88,5; 64,5) 0,990
IR +DXM40 - IR + ATF -37,5 26,2 (-114,0; 39,0) 0,614
IR+DXM40-IR+DXM10  -255 26,2 (-102,0; 51,0) 0,865

Nivel de confianza individual = 99,30%

Tabla A.6. Niveles séricos de CK (UIIL). Resultados del andlisis comparativo entre los diferentes grupos
experimentales.

Diferencia de niveles Dif. de las medias  EE de diferencia IC de 95% a\j/:slg dpo
IR+C-IR 253 108 (-62; 568) 0,161
IR +ATF-IR 39 112 (-289; 366) 0,997
IR+DXM10-IR 258 112 (-69; 585) 0,175
IR +DXM40- IR 124 112 (-203; 452) 0,801
IR+ATF-IR+C 214 112 (-542; 113) 0,336
IR+DXM10-1R+C 5 112 (-322; 332) 1,000
IR+DXM40-IR+C -129 112 (-456; 199) 0,779
IR +DXM10-IR + ATF 219 116 (-121; 559) 0,350
IR +DXM40 - IR + ATF 85 116 (-254; 425) 0,947
IR+DXM40-IR+DXM10  -134 116 (-474; 206) 0,779

Nivel de confianza individual = 99,30%



58

Tabla A.7. Niveles séricos de LDH (UI/L). Resultados del andlisis comparativo entre los diferentes grupos
experimentales.

Diferencia de niveles Dif. de las medias  EE de diferencia IC de 95% a\j/l?sl?a:dpo
R+C-IR 17 217 (-625; 660) 1,000
IR + ATF - IR 229 237 (-470; 928) 0,866
IR+DXM10-IR 384 237 (-315; 1083) 0,497
IR +DXM40- IR 78 237 (-621; 777) 0,997
IR+ATF-IR+C 212 229 (-464; 888) 0,884
IR+DXM10-1R+C 367 229 (-309; 1043) 0,510
IR+DXM40-1R+C 61 229 (-615; 737) 0,999
IR+DXM10- IR + ATF 155 247 (-575; 885) 0,969
IR +DXM40 - IR + ATF -151 247 (-881; 579) 0,972
IR+DXM40-IR+DXM10  -306 247 (-1036; 424) 0,729

Nivel de confianza individual = 99,29%



AMS:
ANOVA:
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DAMP:
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H&E:
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MAPK:
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ANEXO Il - INDICE DE ABREVIATURAS

Arteria mesenterica superior
Anédlisis de la varianza (analisis of variance)
Creatin quinasa (creatin kinase)

Patrones moleculares asociados al dafio (damage associated
molecular patterns)

Transaminasa glutdmico pirdvica — alanina aminotransferasa
Transaminasa glutdmico oxalacética — aspartato aminotransferasa
Hematoxilina & Eosina

Interleucina

Lactato deshidrogenasa

proteina cinasas activadas por mitdégenos (mitogen-activated protein
kinases)

Malonilaldehido

factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells)

acido N-metil-D-aspértico
Receptores tipo Nod (Nod like receptors)

factor eritroide regulador multifuncional-2 / hemo oxigenasa-1
(multifunctional regulator nuclear factor erythroid 2-related factor
/ hemo oxigenase-1)

Epitopos especificos de oxidacion (oxidation specific epitopes)
Especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen species)
Tomografia axial computarizada

Receptores tipo Toll (Toll like receptors)

Factor de necrosis tumoral tipo alfa (alpha-like tumoral necrosis
factor)

Lipoproteina de muy baja densidad (very low density lipoprotein)
Xantina deshidrogenasa

Xantina oxidasa
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